



















第 1 章　序論   1
















































































は lipid-depent pathwayと lipid-indepent pahthwayの 2 通りに大別される。Lipid-dependent 
pathway は酵母を用いた実験で見出された経路であり、細胞膜の phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate が phospholipase C(PLC)により分解され、diacylglycerolと inoositol-1,4,5-
trisphosphateが生じる。Ins(1,4,5)P3は inositol-1,4,5-tris-phosphate kinase (IPK2)と inositol 
1,3,4,5,6-pentakisphosphate 2-kinase (IPK1)とによりフィチン酸に合成される[8]。Lipd-
independent pathway はウキクサ(Spirodela polyrhiza L.)を用いた実験で見出された経路であり、 















myo-Inositol kinase (MIK)の変異体はトウモロコシで 2系統見つかり lpa3-1、lpa3-2と命名さ
れた[13]。lpa3-1はトウモロコシ種子でフィチン酸が最も蓄積する胚において野性型の 46%の
フィチン酸含量を示した。また、大腸菌から調製したトウモロコシのMIKはmyo-inositolを基質
として Ins(1 or 3)P, Ins(4 or 6)Pにリン酸化する活性を示した[13]。この発見により、遊離のイノ
シトールからフィチン酸が合成される経路が種子において重要であることが明かとなった。その
後、イネでもMIKの変異体が低フィチン酸であることが示されている[14]。
イネでは IPK1をコードする遺伝子は 1 つしか存在しておらず、そのRNAi 抑制体は低フィチ
ン酸種子となった[15]。また、アラビドプシスとダイズとで IPK1の変異体が低フィチン酸種子
として見つかっている[11,16]。





活性を示した：リン酸化；Ins(3,4)P2 or Ins(3,4,5)P3 or Ins(1,4,6)P3 → Ins(1,3,4,6)P4、 Ins(1,3,4) 
→ Ins(1,3,4,5)P4、Ins(3,4,5)P3 → Ins(3,4,5,6)P4；脱リン酸化；Ins(1,3,4,5,6)P5 → 
Ins(3,4,5,6)P4。また、アラビドプシスの ITPK（AtITPK1、 AtITPK2、 AtITPK3、 AtITPK4）は
次のようなリン酸化活性とイソメラーゼ活性を示した：AtITPK1; Ins(1,3,4)P3 → Ins(1,3,4,5)P4 or 
Ins(1,3,4,6)P4, AtITPK2および AtITPK3; Ins(1,3,4)P3 → InsP4,  Ins(1,3,4/3,4,6)P3 → InsP4,  
Ins(3,4,5,6)P4 → InsP5, AtITPK4; Ins(1,3,4)P3 → InsP4,  Ins(1,3,4/3,4,6)P3 → InsP4, Ins(1,3,4,6)P4 
















て Ins(1,4,5)P3の安定化に寄与する可能性がある。このような 2-PGA kinaseの機能が種子におけ
るフィチン酸合成にポジティブな影響をもたらすかもしれない。また他に、Ins(3)P kinaseとし































carboxylase (ACCase)によりアセチル CoAからマロニル CoAが生じ、次いで FA合成酵素複合
体により 2炭素ずつ伸長する。C16-18への伸長は acyl carrier protein (ACP)が結合した状態で
FA-ACPの状態で行われる。FA-ACPは acyl-ACP hydrolaseにより FA 単体となる。プラスチド
を出て活性型の FA-CoAに変換される。TAG 構築のためのグリセロール骨格はグリセロール３リ
ン酸から生ずる。Acyl-CoA:sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT)によりグリセロール
3リン酸に FAが 1 基付き lysophosphatidic acid (LPA)となる。LPAはさらに acyl-
CoA:lysophosphatidic acid acyltransferase (LPAAT)によりアシル化され、phosphatidic acid (PA)
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となる。PAは phosphatidic acid phosphatase (PAP)により脱リン酸され、sn-1,2-diacylglycerol 
(DAG)となる。最後に diacylglycerol acyltransferase (DGAT)によりアシル化が行われ、FAがアシ













ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase)、granule-bound starch synthase (GBSS)、soluble 
starch synthase (SS)、starch branching enzyme (BE)、starch debranching enzyme (DBE)といっ
た複数の酵素が必要である[44]。AGPaseはデンプン合成の最初に位置する重要な酵素であり、
glucose-1-phosphate と ATPとから ADP-glucoseと phyrophosphate (PPi)を生成する。AGPase
はヘテロテトラマーの 4次構造を形成しており、2 つのラージサブユニットと 2 つのスモールサ
ブユニットとから成る。Starch synthaseはグルコースを直鎖状に伸長する酵素であり、GBSS





は α1-4結合を切断し、α1-6結合にする酵素である。DBEには isoamylase (ISA)と pullulanase 
(PUL)と 2 種類の酵素が存在し、グルコース直鎖の α1-6結合を加水分解する。近年、イネ種子に


























細胞膜に存在する phosphatidylinositol-4,5-diphosphateが phospholipase C (PLC)により



















































らはHAP 法を用い、リン酸態リンを 15.3 mg/L含む水を処理し、0.91 mg/Lにまでリンを除去し















イ湿重量あたり 0.018%のリンを保有し、1200m2の栽培面積で 53tのホテイアオイと 7.8 kgのリ
ンを回収した。霞ヶ浦の水量は 0.8 x 1012 Lであり、全リン濃度は 8月の湖心で 0.11 mg/Lである



































lipid-independent 経路（左側）と lipid-dependent 経路（右側）とでフィチン酸は合成さ
れる。G6Pから始まり、最終的に液胞に貯蔵される。 LPA1はその機能が不明瞭であり
、ここではRaboy 氏の仮説に従い配置した。G6P; glucose-6-phosphate, Ins; inositol, 
PtIns; Phosphatidyl inositol, MIPS; myo-inositol phosphate synthase, IMP; inositol 
monophosphate phosphatase, MIK; myo-inositol kinase, ITPK1; inositol trisphosphate 
















































































Oryza sativa spp japonica cv.Nipponbareを用いた。脱穀した種子を 70% EtOHに懸濁した後、
次亜塩素酸ナトリウム（和光純薬工業）に 20分浸漬し、滅菌水で種子を 5回洗浄することで種
子を滅菌した。N6固体培地(2 mg/L 2,4-D、3% sucrose、0.3% Gellum Gumを含む。pH5.7)上に
置床し、28ºC暗黒条件下で培養した。3週間後、20 mLのN6 液体培地 (1 mg/L 2,4-D、3% 




たステンレス製メッシュ（開口 1.5 mm）を通過した培養細胞を新鮮なN6 液体培地 (1 mg/L 2,4-
D、3% sucrose、2.9 mM Pi)に移して 2日間振盪培養を行った。本培養では、メッシュ（開口
1.75 mm）を通過した培養細胞をN6 液体培地(1 mg/L 2,4-D、3% sucrose、2.9 mM Pi)に移し、
スターラーで攪拌しながら、100 mLのフラスコに 10 mLずつ分注した。室温(27ºC)、暗黒条件
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下、115 stroke per minで振盪培養した。24時間培養し、5mLの培地を加えることで 6条件の培
地を調製した（表 2）。さらに 24時間培養し、培養細胞をサンプリングした。培養細胞はろ紙 
(ADVANTEC、3A、55 mm)を用いて吸引ろ過し、80ºCで 24時間以上乾燥させた。
フィチン酸蓄積に及ぼす ABAの影響を評価するため、上述のように 2日間の前培養を行った。
2日後、別のメッシュ（開口 1.75 mm）を通過した培養細胞をN6 液体培地(1 mg/L 2,4-D、3% 
sucrose、2.9 mM Pi)に移し、スターラーで攪拌しながら、100 mLのフラスコに 15 mLずつ分注
した。室温(27ºC)、暗黒条件下、115 stroke per minで振盪培養した。24時間の培養の後、
10mM ABAを 0-50 μMとなるように培地に添加し、さらに 24時間培養した。上述の様に培養細
胞をサンプリングし、乾燥させた。
ABA 添加後のフィチン酸蓄積量の変化を経時的に調べるため、上述のように 2日間の前培養を
行った。本培養では、上述の様にメッシュを通過した培養細胞をN6 液体培地(1 mg/L 2,4-D、3% 
sucrose、2.9 mM Pi)に移し、スターラーで攪拌しながら、100 mLのフラスコに 15 mLずつ分注
した。上述同様に 24時間培養し、17μM ABAとなるように 10 mM ABAを添加した。添加後 0-







酸、32.4 mM モリブデン酸アンモニウム((NH4)6Mo7O24)水溶液、4.11 mM 酒石酸アンチモニルカ
リウム(C8H4K2O12Sb2)水溶液、0.1 M アスコルビン酸水溶液 (用時調整)を 10:3:1:6で混合し、発
色試薬とした。培養液は室温で 3000 rpm、3分間遠心し、上澄みを適当に希釈して測定した。試






10-12 mgの培養細胞をジルコニウムビーズ（φ5 mm）により粉砕し、2.4% HCl 1 mLを加え、
100ºCに 15分間静置することでフィチン酸の抽出を行った。室温で 15000 rpm、10分間遠心後、
フィチン酸粗抽出液(SUP)として上清を得た。120 μLの SUPを 4ºCに保存し、後に無機リン酸
の定量に用いた。500 μLの SUPは 1% FeCl3・6H2O/1.0 N HCl 300 μLと混和後、100ºCに 45分
間静置した。室温で 15分間冷ました後、4ºCで 15000 rpm、15分間遠心した。Fe-IP6 沈殿を
400 μLの 0.5 N HClに懸濁し、室温で 2時間静置することで、Fe-IP6 沈殿以外のリン酸化合物を
溶解した。2時間静置後、4ºCで 15000 rpm、10分間遠心し、上清を除去した。沈殿に 200 μL
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の 0.5 N HClを加え、10分間静置した後、 4ºCで 15000 rpm、15分間遠心、上清を除去するこ
とでリンスとした。同様のリンスを合計 2回行った後、沈殿に 1.5 N NaOH 300 μLとDW 700 
μLとを加え、100ºCに 15分間静置した。室温で 15分間冷ました後、4ºCで 15000 rpm、10分







凍結したままのイネ培養細胞 50 mgを 50ºCに温めておいた ISOGEN (NipponGene) 1mLに加
え、直ちにマイクロホモジナイザー(マイクロテックニチオン)を用いて 30秒間ホモジナイズした。
その後、50ºCの恒温槽に 10-18分静置した。恒温槽から取り出し、室温で 15000 rpm、3分間の
遠心をした。上澄み 900 μLを別の 1.5 mLチューブに移し、クロロホルム 180 μLを加え、1分
間ボルテックスした。室温で 2-20分静置後、4ºCで 15000 rpm、10分間遠心した。上層 350μL
を新しい 1.5 mLチューブに移し、等量のイソプロパノールを加えた。15秒間のボルテックスの
後、4ºCに 10分間静置した。4ºCで 15000 rpm、10分間遠心し、上澄みを除去した。沈殿を
70% エタノールでリンスし、4ºCで 15000 rpm、10分間遠心し、上澄みを除去した。沈殿を 3
分間真空乾燥させた後、DEPC 処理水 100 μLを加え、15秒間ボルテックス、60ºCの恒温槽に 5
分間静置することで沈殿を完全に溶解した。10 M LiCl 25 μLを添加した後、-20ºCに一晩静置し
た。4ºCで 15000 rpm、10分間遠心後、上澄みを除去した。沈殿を 70% エタノールでリンスし、
4ºCで 15000 rpm、10分間遠心した。上澄みを除去し、3分間真空乾燥させた後、RNase-Free 
Water(NipponGene) 50μLを加え、15秒間ボルテックス、60ºCの恒温槽に 5分間静置すること
で沈殿を完全に溶解した。得られた全 RNA溶液は純度と濃度を確認するために、100倍希釈し
260 nmと 280 nmとの吸光度を測定し、全 RNA 2μgを電気泳動することで分解されていないこ
とを確認した。分解していないこと確認後、Recombinant DNase I (TaKaRa Bio)を使用して全
RNAからゲノム DNAを除去した。操作はマニュアル通りに行った。
相対定量 RT-PCR
全 RNA 0.5 μgを PrimeScript® RT Master Mix (Perfect Real Time) (TaKaRa Bio)を用いて逆転
写し、cDNAを得た。操作はマニュアル通り行った。20倍希釈した cDNAをテンプレートに、
Table 3に示すプライマーで qPCRを行った。酵素には SYBR® Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH 






べて 3倍高濃度の 9% sucroseと 8.8 mM KH2PO4とにおけるフィチン酸含量と無機リン酸含量を
調べた（図 2）。条件 S1と S2とでは、フィチン酸含量は 7.91 nmol/mg（C1の 89%）と 14.2 
nmol/mg（C2の 74%）であり、高濃度 sucroseによりフィチン酸含量は減少した（図 2A）。無
機リン酸含量もまた、170 nmol/mg（C1の 88%）、98 nmol/mg（C2の 86%）と高濃度 sucrose
でそれぞれ減少した（図 2B）。条件 P1と P2とでは、フィチン酸含量において差は見られな
かった（図 2A）。一方、無機リン酸含量は上昇し、P1で 224 nmol/mg（C1の 115%）、P2で
135 nmol/mg（C2の 118%）を示した（図 2B）。
ABA濃度とフィチン酸含量の関係
フィチン酸含量が ABA 処理により上昇したため、その濃度とフィチン酸含量との関係を調べ
た。培地を交換してから 24時間後に ABAを添加し、0-50 μM ABAとした後さらに 24時間培養
した（図 3）。フィチン酸含量は 0 μM ABA（未添加）において 7.4 nmol/mg、50 μM ABAにお
いて 18.8 nmol/mgであり、ABA濃度増加に伴い 2.5倍にまで上昇した（図 3A）。培養細胞中の
無機リン酸含量は 0 μM ABAにおいて 200 nmol/mg、50 μM ABAにおいて 132 nmol/mgであり、





継代 24時間後、17 μM ABAになるように 10 mM ABAを添加し、フィチン酸蓄積量の変化を
経時的に調べた。ABAの添加・未添加で乾燥重量に変化はなかった（図 4A）。水分含量は ABA
を添加しない場合には 5.2 mg/mgから 6.5 mg/mgにまで徐々に増加し、ABAを添加した場合に
は添加 72時間後にかけて 4.7 mg/mgにまで減少した（図 4B）。その後水分含量は回復に向かっ
た。培地の無機リン酸濃度は ABAの添加・未添加で違いは見られなかった（図 4C）。ABA 添
加・未添加の両方で 96時間以降には培地無機リン酸濃度が 5-8 μMを示した。これまでの無機リ
ン酸の吸収量を考えると、リン酸欠乏状態と考えられる。フィチン酸含量は 0時間時点で 4.4 
nmol/mgであった。フィチン酸含量は、ABA 添加により 14.9 nmol/mg、18.8 nmol/mg、22.2 
nmol/mgと最初の 24時間で大きく増加し、添加 72時間後まで増加した。その後、フィチン酸含
量は減少した。ABA 未添加では、72時間後までフィチン酸含量が増加し、8.5 nmol/mgになっ
た。無機リン酸含量は 0時間時点で 203 nmol/mgであったが、ABA 添加により 138 
nmol/mg、122 nmol/mg、117 nmol/mgと最初の 24時間で大きく減少し、その後添加 72時間時
点までわずかに減少した。72時間以降はさらに減少し、144時間時点で 61.5 nmol/mgにまで減
少した。ABA 未添加では、72時間時点までおよそ 200 nmol/mgと一定であったが、72時間以降
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の 24時間のフィチン酸含量の変化を調べた。ABA 添加後 40分、90分、4時間、9時間、16時
間、24時間のフィチン酸含量と無機リン酸含量を測定した。ABA 添加 9時間後にフィチン酸含
量は 8.68 nmol/mgとなり、未添加の同時間と比べ有意なフィチン酸含量の増加を示した（図
5A）。無機リン酸含量は 0時間時点で 184 nmol/mgであり、ABA 未添加の場合には 24時間時点
で 201 nmol/mgとわずかに上昇した（図 5B）。一方で、ABA 添加の場合には、添加 9時間後に
155 nmol/mgと減少し、16時間後には 123 nmol/mgにまで減少した。フィチン酸態リンと無機




15 遺伝子のうち、12 遺伝子（RINO1, MIK, IMP1, ITPK1, ITPK2, ITPK3, ITPK4,  ITPK6, IPK1, 
IPK2, MRP5, LPA1）が ABA 添加に反応した。そのうち、4 遺伝子（IMP1, ITPK2, ITPK3, 
MRP5）が一時的な増加であり、7 遺伝子（RINO1, MIK, ITPK4, ITPK4, ITPK6, IPK1, LPA1）が
持続的にコントロールより高い発現を示した。また、IPK2は ABA 添加により発現量が減少した。
ABA 添加により発現量が増加した場合には、添加後 40分から 4時間の間に発現量のピークが見
られたが、その時間に違いがあった。MIK, ITPK1, ITPK2は ABA 添加 90分後に、IMP1は ABA

















あまり上昇しなかったためだろう（図 2）。長時間の培養では培地中 Piが不足した後に Pi含量
が減少し、ABA 処理した細胞の PA含量が有意に減少した（図 4C, 4D）。それ故、ニチニチソウ
でみられた Pi含量と PA含量と間の比例関係はイネ培養細胞でも存在する考える。しかし、培養





























これまでにイネでは 15 遺伝子（表 1）がフィチン酸合成に関連する遺伝子として報告されて
おり、本研究ではそれら 15 遺伝子をフィチン酸合成関連遺伝子として発現解析に用いた








本研究では培養細胞に ABAを与え、ABA 添加後の最初の 24時間でもっともフィチン酸合成が
活性化した（図 4）。そのフィチン酸合成制御を明らかにするため、最初の 24時間に注目し、
デンプン含量の蓄積量測定、フィチン酸合成関連遺伝子の発現解析を行った（図 5、6）。イネ
種子でのフィチン酸合成に関与する 7 遺伝子のうち MRP5を除く 6 遺伝子（RINO1, MIK, ITPK4, 
ITPK6, IPK1, LPA1）が ABA 添加後に継続的にコントロールより高い発現を示した。ABA 添加に
よるフィチン酸含量の増加は添加 9時間後に明確に現れ、72時間後まで高いフィチン酸合成能









Primer (5' → 3')
Gene Accession number F R
RINO1 AK103501 GCGAATGGGATGGAGCAAGAAAG AGTCTCACACAAAGCACAGAAGGT
RINO2 AK100872 ACAAGAGGCCAAGTGGGGAAG AGTGTCAAACTGTCAATAGATGCCC
OsIMP1 AK071149 CTTCGGGAAGCTGGTGGTTTTG TGTTTGATCCTGCCATTCTTCGTG
OsIMP2 AK103039 CCGTCTTTGATCGTTCTGTCCTTG AAGTCGGTAGGGTATTTGTCGGG
AK243444 ATCTGTGTAAACACATGACCCAACA TTCTGCACTCAGCGATTCCCA
OsITPK1 AK106544 GGTCAAGGAGATGTTAGCTTTGAGG TTACACAGGTTGGGCACGGA
OsITPK2 AK100971 CGGCTGAAGTGCAAAGAGTCC GCCACCATTTTCTGGGAAGACAC
OsITPK3 AK067068 TCATGCGAGGGGTGAAACGA TGATGCCCAACTTTACCACGGA
OsITPK4 AK071209 CCGACCCAGCGTTTGAACA GGTTTAGCTTGCACTTGTAGCATTT
OsITPK5 AK059148 TGATGAGGGGAATAGCGAGCAAG AGGATTTACACCGCAGGTAGGG
OsITPK6 AK102571 GCATACAGGCGACAACATTCATAC TCATCGCAAGCAGTTCCACAAATC
OsIPK1 AK102842 GTTCAGCTCCAACATTGACGACC TGGACATGCACACTTGTAGAAACAC
OsIPK2 AK072296 CGGTAACGTAAATGCGAAGCGA AGTAAGATCCAATGCACCCCGAA
OsMRP5 AK121451 CCCAGCCAAAATTCACTCGCTC CTCCTCTCACCAACTCCCTCAAC
OsLPA1 AK100921 AAAACAAATCCAAAAGCGAAGACCC TCTCGGCGTCCTCTTCTACC
OsAct1 AK100267 CCCAAGGCCAATCGTGAGAAG ACCATCACCAGAGTCCAACACAA
OsMIK
表 2 　 qRT-PCRに使用したプライマー
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表 3 培地条件









0 μM 2.9 mM
0 μM 2.9 mM
0 μM 8.8 mM
17 μM 2.9 mM
17 μM 2.9 mM

































































































10 mLの培地で培養した後、 5 mLの培地を添加することで 6条件（ Table 2 ）の培地を
調製した。添加 24時間後に培養細胞を回収し、フィチン酸含量（ A ）と無機リン酸含量















































































ABA 添加の 24時間後に培養細胞を回収し、細胞のフィチン酸含量（ A ）、無機リン酸
含量（ B ）を測定した。「 Pi+PA contetn」（ C ）はフィチン酸に含まれるリン（フィ
チン酸含量の 6倍）と無機リン酸含量との和である。
24




























































































































図 4. ABA 添加が培養細胞に及ぼす影響
17 μM ABA 添加後、 24時間毎に培養細胞を回収し、培養細胞の乾燥重量（ A ）を測定し
た。乾燥前の湿重量との差から乾燥重量あたりの水分量（ B ）を算出した。培養細胞と
同時に回収した培地の無機リン酸濃度（ C ）を測定した。乾燥した培養細胞からフィチ
ン酸含量（ D ）と無機リン酸含量（ E ）を測定した。「 Pi+PA contetn」（ F ）はフィチ
ン酸に含まれるリン（フィチン酸含量の 6倍）と無機リン酸含量との和である。 ABA 添
加は三角形（▲）、 ABA 未添加 jは菱形（◆）で示す。値は 4 反復の平均値と標準偏差
とで示す。
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図 5. ABA 添加によるフィチン酸合成の初動
17 μM ABA 添加後、 15分、 40分、 90分、 4時間、 9時間、 16時間、 24時間におい
て培養細胞を回収し、フィチン酸含量（ A ）と無機リン酸含量（ B ）を測定した。フィ
チン酸に含まれるリン（フィチン酸含量の 6倍）と無機リン酸含量との和を「 Pi+PA 
contetn」（ C ）とした。 ABA 添加は三角形（▲）、 ABA 未添加 jは菱形（◆）で示す。
値は 3 反復の平均値と標準偏差とで示す。
26









































































































































































































































































図 6. ABA 添加後のフィチン酸合成関連遺伝子の発現量
17 μM ABA 添加後、 15分、 40分、 90分、 4時間、 9時間、 16時間、 24時間において
培養細胞を回収し、 qPCRを行った。 ABA 添加は三角形（▲）と実践、 ABA 未添加は四















































promoterはHindIIIとNcoIとで、Waxy terminatorは SacIと EcoRIとで pCAMBIA1300に挿入し






地に塗布した。3日後、増殖したアグロバクテリウムをN6AS培地に懸濁し、O.D. = 0.05 – 0.2
に調製した。そこにカルスを入れ、1分間穏やかに攪拌した。懸濁液を捨てた後、滅菌ろ紙の上
で転がすことで余分な菌液を除いた。シャーレ（Φ90 mm x 20 mm）に滅菌ろ紙（Φ9 cm, No. 2, 






得られた形質転換カルスを 50 mg/Lハイグロマイシンが入ったN6D 液体培地で浸透培養した。












とし、相関係数が 0.6 以上を示した。14のフィチン酸合成関連遺伝子うち、RINO1, ITPK4, 

















関係数 0.6を使用した。これは、ガイドジーンに設定したRINO1, ITPK4, ITPK6, IPK1, MRP5, 
LPA1の 6 遺伝子が 0.6 以上でクラスター形成が認められたことから設定した。また、3 つ以上の
ガイドジーンと相関があるプローブを選抜したが、それもまた決まりがない。2 つ以上とした場












































第 2章でサンプリングした培養細胞を用いてデンプン含量を測定した。デンプン測定には total 





乾燥した培養細胞 10-12.5 mgと 1粒のジルコニアビーズ（φ 5 mm）を 2.0 mLチューブに入
れ培養細胞を粉砕した。80%(v/v) EtOHを 625 μL加え、82℃で 5分間加熱した。加熱後、 80%
(v/v) EtOHを 625 μLを足した。遠心（8000 xg, 10min）し、上澄み液を捨てた。1.25 mLの 80%
(v/v) EtOHを加え攪拌後、遠心（8000 xg, 10min）し、上澄み液を捨てた。冷えている 250 μLの
2 M KOHを加え、直ちに転倒混和した。低温室にて 20分間攪拌した。1.0 mLの 1.2M NaOAc
バッファー（pH3.8）を加え転倒混和した。12.5 μLの α-amylase (bottle 1)と 12.5 μLの AMG 
(bottle 2)とを加え、転倒混和した。50℃にて、5分毎に転倒混和しながら 30分間反応させた。
300 μLのDWで 4回リンスすることで完全に別容器に反応液を移した。3.0 mLにメスアップし、
遠心（3000 xg, 10 min）し、40 μLの上澄みと 1.2 mLのGOPOD Reagentを混合した。50℃で
32
30分間反応させた後、510 nmの吸光度を測定した。上澄みの代わりにD-glucose standard 
solution (1 mg/L) を使用することで検量線を作成した。
デンプン合成関連遺伝子の発現解析
第 2章で得た cDNAを用い、ABA 添加後のデンプン合成間連遺伝子の発現解析を行った。酵素












第 2章と同じように培養細胞を培養し、17 μM ABAを添加し、12時間培養した。12時間の培
養の後、吸引ろ過で培養細胞を回収し、直ちに液体窒素で凍結し-80℃にてRNA抽出まで保存し
た。2011年に筑波大学加藤盛夫氏が管理する 13号水田からイネ（ニッポンバレ）をサンプリン
グした。9月 7日、8日、10日の 21時に、開花後 7日目の穂を回収し、ただちに脱粒し、10倍




胚とアリューロン層についてはRNeasy plant mini kit（Qiagen）を用いてRNAを抽出した。
プロトコール通りに行い、DNaseIをメンブレン上で処理した。培養細胞については第 2章と同














現解析を行った。デンプン合成関連遺伝氏にはOhdan 氏が用いた 27 遺伝子を参考にした
[88]。27 遺伝子のうち、GBSSIは qPCRでシグナルが検出できなかった。18 遺伝子（AGPL1, 
AGPL3, AGPS1, AGPS2a, ISA2, ISA3, PUL, GBSSII, BEIIa, BEIIb, DPE1, EPE2, SSI, SSIIa, 
SSIIb, SSIIc, SSIIIb, SSIVa）が ABA 添加に反応した。そのうち、7 遺伝子（GBSSII, BEIIb, 
DPE2, PUL, SSIIa  SSIIc, SSIVa）が一時的な増加であり、2 遺伝子（SSIIb, SSIIIb）が一時的な





その相関係数を示した。ISA1, AGPL2, SSIIa, AGPS2a/b, PUL, SSIVb, GBSSI, BEIIb, AGPS1, 






かっている遺伝子は AGPS2b, AGPL2, SSIIa, BEI, BEIIb, ISA1, GBSSIである
[89][90][91][92][93][94]。発現パターンのクラスター解析の結果、それら遺伝子は同一のクラス
ターを形成し、開花後 5日目あたりから発現量が増加していた。胚乳のデンプン合成は開花後 5
日目から始まることから、そのクラスターを形成する ISA1, AGPL2, SSIIa, AGPS2a/b, PUL, 
SSIVb, GBSSI, BEIIb, AGPS1, PHOL, AGPL3, SSIIIa, BEIの 13 遺伝子が胚乳でのデンプン合成
に関与すること強く示している。ABA 処理した培養細胞では、9 遺伝子（AGPL1, AGPL3, 
AGPS1, ASPS2a/b, ISA2, ISA3, BEIIa, DPE1, SSI,）が ABA 添加後 24時間継続的にコントロー





























































ABI3は ABA 応答によりリン酸化した bZIP 転写因子とそれぞれ相互作用し、登熟種子で特





























遺伝子として既に 15の遺伝子が知られており、そのうち RINO1, MIK, ITPK1, ITPK4, ITPK6, 
IPK1, LPA1の 7 遺伝子の継続的な発現上昇が確認されたことから、この 7 遺伝子の発現上昇が




フィチン酸合成に関与するRINO1, ITPK4, ITPK6, IPK1, LPA1, MRP5の 6 遺伝子が互いに高い相
関関係を示した。これら 6 遺伝子と相関の高い転写因子から、発現パターンが似ていると見える
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